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[ma^&iionai application No 
PCT/FR 95/01495 



1. Basil of the report 



rhis report has been drawn on the basis or / Reoiacement sheers which have betnfurnishedtothe recetvtn^Office tn response to an imitation 
i naer A rticle ! V are referred to in this report as origmaU\fited and are not annexed to the report since thev ao not contain amendments > 



Xj r^ e international application as originally tiled, 
the Jiscrtpnon. 



□ 



□ 



the c turns. 



pages 
pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Noi. 
Nos. 



. as originally tiled. 

. filed vtuh the demand. 

. filed with the lener or _ 

, filed wich the lener or 



as originally filed. 

as amended under Article 

filed with the demand. 

filed with the letter of 

filed with the letter ot 



|~| the drawings. 



sheets/ fig 
sheets/fig 
sheets/tig 
sheets/fig 



as originally tiled, 
filed with the demand, 
filed with the lener of _ 
filed with the lener of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, page* 

["""[ the claims. Nos. 

| | the drawings, sheets/ fig 



3 1 — | This report has been established as if (some oft the aoiendmeno had not been made, since they have been considered 
' — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4 Additional ufcaan e f i nn i, if necessary: 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial applicability 

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application, 

claims Nos. 21 ~ 23 



because: 



□ 



21-23 



the said international application, or the said claims Nos. 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify); 



I I the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
' are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ 



the claims, or said claims Nos. 

by the description- that no meaningful opinion could be formed. 



are so inadequately supported 



| | no international search report has been established for said claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: 1 1 1 

The subject matter of claims 21-23 is directed to 
methods for the treatment of the human or animal 
body by surgery or therapy. Hence, no international 
preliminary examination will be conducted with 
regard to claims 21-23 (PCT Rule 67.1(iv)). 
There is no single PCT criterion for determining 
whether claims 21-23 are industrially applicable. 
Patentability may also depend on the formulation of 
the claims. For instance, the European Patent 
Office does not recognise industrial applicability 
with regard to the subject matter of claims to the 
medical use of a compound- Conversely, claims 
directed to the first medical use of a known 
compound and claims directed to the use of such a 
compound for preparing a drug for a novel medical 
treatment will be accepted. 
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International application No. 
PCT/FR 95/01495 


v. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 








Novelty (N) Claims 1-2 0 & 2 4 YES 






Claims 


NO 




Inventive step (IS) Claims 


YES 






Claims 1-20 & 24 NO 




Industrial aDDlicabilitv (IA) Claims 1 20 & 24 YES 






Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 






1 . 


The following documents (D) have been taken into 
account for the establishment of the preliminary 






examination report : 








Dl = EP-A-0 356 339 








D2 = WO-A-93/05162 






2 . 


The subject matter of claims 1, 12, 15 and 24 meets 






the requirements of PCT Article 33 


(2) in so far as 






none of the prior art documents cited in the 






international search report discloses: a) the use of 






an amphipathic compound including 


a sterol -derived 






lipophilic grouping bound to a cationic grouping for 






the production of a vaccine composition, b) the use 






of said amphipathic compound as an 


adjuvant for the 






delivery of said vaccine and c) a 


composition or 






product containing same . 






3 . 


The subject matter of dependent claims 2-11, 13-14 
and 16-20, which defines other aspects of the 
invention, also comply with the requirements of PCT 






Article 33(2) . 






4 . 


Nevertheless, the present application does not meet 






the criterion of PCT Article 33(3) 


in so far as the 
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4. Nevertheless, the present application does not meet 
the criterion of PCT Article 33(3) in so far as the 
subject matter of claims 1-20 and 24 does not 
involve an inventive step (PCT Rule 65.1, 65.2) . 



Document Dl, which is considered the closest prior 
art, discloses vaccine compositions against 
influenza, including (cf . p. 3, 1. 10-11 + 1. 64-65 
- p. 4, 1. 5 + p. 6, 1. 60 - p. 11) adjuvants used to 
enhance the immunogenicity of said vaccine 
compositions (e.g. liposomes including a derivative 
such as DMPC/cholesterol ) and hemagglutinin HA as an 
antigen, which only differ from the sub j ect matter 
of claims 1, 12 and 15 in that the adjuvant is a 
sterol -derived amphipathic compound bound to 
cat ionic grouping (e.g. quaternary ammonium or 
protonatable amine/cholesterol) . 

The problem to be solved by the present invention 
thus appears to be that of finding adjuvants which 
enhance the immunogenicity of antigens administered 
in a vaccine composition, without any risk of 
toxicity (p.l, 1. 24-26) . The solution is provided 
by the subject matter of claims 1, 12, 15 and 24. 
But the formulation of this solution does not make 
any positive contribution to the inventive step in 
so far as, according to the description given in D2 
(and mentioned by the applicant on p. 3, 1.10 of the 
present application), the amphipathic compounds, 
which are the same as those of the present 
application, also have the advantage of being an 
adjuvant for the incorporation of nucleic acids in 
cells. It would thus be obvious for a person skilled 
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in the art to consider the possibility of including 
this feature in the influenza vaccine disclosed in 
document Dl (see above paragraph) in order to solve 
the problem faced. 

5 . The dependent claims 2-11, 13-14 and 16-2 0 do not 

seem to contain any additional feature which, 
combined with the subject matter of any of the 
claims to which they refer, would involve an 
inventive step. 

6. The subject matter of claims 1-20 and 24 of the 

present application is considered industrially 
applicable {PCT Article 33(4)) since the 
compositions of the invention must be industrially 
manufactured . 




International application No. 

PCT/FR 95/01495 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. Document Dl has not been cited in the description, 

nor has the prior art it contains been discussed. The 
requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) have thus not been 
complied with. 
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Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 
BET 95/704 


Voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n* 
PCT/FR 95/ 01495 


Date du depot international 
(jourimoisiannee) 
14/11/1995 


Date de pnorite (jourimoisiannee) 
14/11/1994 


Classification intern ationale des brevets (CIB) ou classification nationale et CIB 

A61K9/127 


Deposant 

PASTEUR MERIEUX SERUMS & VACCINS et al. 



1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par 1'administration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a 1'article 36. 



feuilles, y comprise la presente feuille de couverture. 



Ce RAPPORT comprend 

I | II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuUles de la description, des re venditions ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 

radminisu-ation chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des 

Instructions administratives du PCT). 



Ces annexes comprennent 



feuilles. 



3. Le present rapport conuent des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants: 

I [X] Base du rapport 
II Q^j Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, l'activite inventive et la possibilite d'application 



III 



industrielle 



IV Q^] Absence d'unite de 1'invention 

V R?l Declaration motivee selon 1'article 35(2) quant a la nouveaute, l'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a l'appui de cette declaration 

VI | ] Certains documents cites 
VII Irregularities dans la demande Internationale 

VIII Q^j Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
international 

07/06/1996 


Date d'achevement du present rapport 

0 5. 12. 96 


Nom et adresse postale de I 'administration chargee de I'examen 
preliminaire international 

^ OfTice Europeen des Brevets 
^Xft D-S0298 Munich 

WJI Tel. ( - 49-89) 23994), Tx: 523656 epmu d 
l£y Fax: { + 49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autorise f\ \f\ - 

"ATAmaro 

N* de Telephone 5*6 3^" 



De&SHSeinternationale n" 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL PCT/FR95/01495 



I. Base du rapport 



1. Le present rapport a ete redige sur la base des eleaents ci-apres (Les feuilles de reiplaceient qui ont ete 
reiises a 1 'office recepteur en reponse a une invitation faite conformeient a 1 'article 14 sont considerees 
dans le present rapport cone "initialeaent deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles 
ne contiennent pas de modifications.): 



[x] de la deaande internationale telle qu'initialeaent deposee. 



de la description, pages , telles qu'initialeiaent deposees, 

pages , deposees avec la deaande d'exanen 

preliainaire international, 
pages , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 

pages , deposees sous couvert d'une lettre 

du 



[ ] des revendications, nos. , telles qu'initialeaent deposees, 

nos. telles que aodifiees en vertu de 

l'article 19, 

nos. , deposees avec la deiande d'exaaen 

preliainaire international, 

nos. , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 

nos. , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 



] des dessins, feuilles/fig / telles qu'initialeaent deposees, 

feui lies/fig / deposees avec la deaande d'exaaen 

preliainaire international, 
feuilles/fig / deposes sous couvert d'une lettre 

du , 

feuilles/fig / deposees sous couvert d'une lettre 

du , 



2. Les aodifications ont entraine l'annulation 
[ ] de la description, pages 
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[ ] des revendications, nos. • 

[ ] des dessins, feuilles/fig. • 

3. [ ] Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comae allant au-dela de l'expose de l'invention tel qu'il a ete depose (regie 70.2.C)). 

4. Observations conpl£nentaires, le cas echeant: 
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III. Absence de fonulation d 'opinion quant a la nouveautS, 1 'activity inventive et la possibility 
d' application industrielle 

La question de savoir si l'objet de l'invention revendiquee semble etre nouveau, inpliquer une activite inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d' application industrielle n'a pas ete et ne sera pas exaninee pour ce 
qui conceme: 

[ ] 1' ensemble de la deiande internationale, 

[x] les revendications nos. 21-2 3 



se rapportent a l'objet suivant, a l'egard duquel l'adiinistration n'est pas tenue d'effectuer un exanen 
prelininaire international (preciser): 

L'objet des revendications 21-23 se refere a methodes de 
traitement du corps humain ou animal par la chirurgie ou 
la therapie. En consequence, on precede pas a l'examen 
preliminaire international des revendications 21-23 
(Regie 67 . 1 ( iv) PCT ) . 

II n'existe pas de critere unique dans le PCT pour 
determiner si les revendications 21-23 sont susceptibles 
d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi 
dependre de la maniere dont les revendications ont ete 
formulees. Ainsi, 1 ' Office Europeen des brevets ne 
considere pas comme succeptible d'application 
industrielle l'objet de revendications d'utilisation 
d'un compose a des fins medicales. Par contre, seront 
acceptees des revendications relatives a un compose 
connu, pour une premiere utilisation a des fins 
medicales ainsi que des revendications relatives a 
1 'utilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 

[ ] la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les Sleients ci-dessous) ou les 
revendications nos. en question ne sont pas clairs, 



parce que: 



[x] la deiande internationale ou les revendications nos. 21-2 3 



en question 
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de sorte qu'il n'est pas possible de foreuler une opinion valable (preciser): 

[ ] les revendications, ou les revendications nos. en question, ne 

se fondent pas de facon adequate sur la description, de sorte qu'il n'est pas possible de fomuler une 
opinion valable. 

[ ] il n'a pas ete etabli de rapport de recherche internationale pour les revendications 
nos. en question. 
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V. Declaration iotivee selon l'article 35.2) quant a la nouveaute, 1'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a l'appui de cette declaration 



1. DECLARATION 



Nouveaute Revendications 1-20 et 2 4 001 

Revendications NON 

Activite inventive Revendications __ OUI 

Revendications 1-20 et 2 4 NON 

Possibilite d'application industrielle Revendications 1-20 et 24 ODI 

Revendications NON 



2. CITATIONS ET EXPLICATIONS 

1. Les documents (D) suivants ont ete pris en compte pour 
1 'etablissement du rapport d'examen preliminaire : 

Dl = EP-A-0 356 339 
D2 = WO-A-93/05162 

2. L'objet des revendications 1, 12, 15 et 24 remplit les 
conditions enoncees a 1 'Article 33(2) PCT, car aucune 
des anteriorites citees dans le rapport de recherche 
internationale ne decrit: a) 1 'utilisation d'un compose 
amphipatique comprenant un groupement lipophile derive 
d'un sterol lie a un groupement cationique pour la 
fabrication d'une composition vaccinale, b) ni 

1 'utilisation dudit compose amphipatique comme adjuvant 
dans 1 'administration dudit vaccin, c) ni une 
composition ou produit le comprenant. 

3. L'objet des revendications dependantes 2-11, 13-14 et 
16-20, definissant d'autres aspects de 1' invention, 
remplissent aussi les conditions enoncees a 1 'Article 33 
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( 2 ) PCT . 

4. Pourtant , la presente demande ne repond pas au critere 
figurant a l'Article 33(3) PCT, 1'objet des 
revendications 1-20 et 24 n ' impliquant pas d'activite 
inventive (Regie 65(1) (2) PCT). 

Le document Dl , qui est considere comme l'etat de la 
technique le plus proche, decrit des compositions 
vaccinales contre 1' influenza comprenant (cf. p. 3, 
1.10-11 + 1 - 64-65-p. 41 . 5 + p.6,1.60-p.ll) d'adjuvants 
utilises pour augmenter 1 ' immunogenic ite desdites 
compositions vaccinales (par exemple liposomes 
comprenant un derive tel que le DMPC/cholesterol ) et 
l'hemagglutinine HA comme antigene , qui ne differe de 
celui qui fait 1'objet des revendications 1,12 et 15 
qu'en ce que 1 'adjuvant est un compose amphipatique 
derive d'un sterol lie a un groupement cationique (par 
exemple , ammonium quaternaire ou amine protonable/ 
cholesterol ) . 

Le probleme que se propose de resoudre la presente 
invention peut done etre considere comme chercher 
d ' adjuvants qui permettent d ' augmenter 1 ' immunogenecit£ 
des antigenes administres dans une composition 
vaccinale, sans aucune risque de tocxicite (p.l, 
1.24-26). La solution est donn<§ par l'objet des 
revendications 1, 12, 15 et 24. Mais aucune contribution 
positive a 1'activite inventive ne d^coule de la 
formulation de cette solution parce que selon la 
description donnee dans D2 (et mentionne par le 
Demandeur a la p. 3, 1.10 de la presente demande), les 
composes amphipatiques , identique a ces de la presente 
demande, possedent aussi les memes avantages d'etre un 
adjuvant pour 1 ' incorporation des acides nucleiques dans 
les cellules. La personne du metier considererait par 
consequent que la possibilite d'incorporer cette 
caracteristique dans le vaccine contre la grippe decrit 
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dans le document Dl (voir paragraphe dessus) est 
evidente pour resoudre le probleme pose. 

5. Les revendications dependantes 2-11, 13-14 et 16-20 ne 
semblent pas contenir de caracteristique supplementaire 
qui, en combinaison avec l'objet de l'une quelconque des 
revendications dont elles dependent, impliquerait une 
activite inventive. 

6. L'objet des revendications 1-20 et 24 de la presente 
demande est consideree comme susceptible d 7 application 
industrielle (Article 33 (4) PCT) car les compositions 
qui sont l'objet de 1' invention doivent etre fabriquees 
industriellement . 
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VII. Irregularites dans la deiande intemationale 



Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la deiande intemationale, ont ete constatees: 

1. Le document Dl n'a pas ete cite dans la description et 
l'etat de la technique qu'il renferme n'a pas non plus 
ete discute. Les dispositions de la Regie 5.1(a) (ii) PCT 
ne sont done pas observees . 
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(57) Abstract 

An amphipathic compound including a sterol-derived lipophilic grouping bound to a cationic grouping for use as an adjuvant in the 
delivery of a vaccine composition. In a particular embodiment, the lipophilic grouping is a cholesterol derivative and the cationic grouping 
is a quaternary ammonium or a protonatable amine. A vaccine composition including one or more antigens with at least one amphipathic 
compound having a sterol-derived lipophilic grouping bound to a cationic grouping, is also disclosed. 



(57) Abr^ge' 

L' invention a pour objet un compose - amphipathique comprenant un groupement lipophile derivtf d'un sterol lid a un groupement 
cation ique pour son utilisation comme adjuvant dans 1' administration d'une composition vaccinale. Selon un mode particulier, le groupement 
lipophile est un derive" de cholesterol et le groupement cationique est un ammonium quatemaire ou une amine protonable. L* invention 
concerne aussi une composition vaccinale comprenant un ou plusieurs an ti genes avec au moins un compose amphipathique poss6dant un 
groupement lipophile derive" d'un sterol lie" a un groupement cationique. 
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La presente invention est relative au domaine des compositions vaccinales. Plus 

particulierement, l'invention concerne de nouveaux adjuvants utilises pour augmenter 

rimmunogenicite de compositions vaccinales. 

II existe une grande quantite d'antigenes qui, injectes chez i'animal, vont 

provoquer une fabrication d'anticorps qui leur sont specifiques. Un des principes de la 

vaccination est de stimuler la fabrication d'anticorps par I'organisme d'un homme ou 

d'un animal, en lui administrant des antigenes choisis. Les anticorps ainsi fabriques 

permettront, ensuite, a I'organisme de se defendre contre une infection ulterieure. 

Cependant, certains antigenes n'entrainent pas de stimulation suffisante du systeme 

immunitaire lorsqu'ils sont administres seuls. II est done necessaire de leur adjoindre un 

adjuvant qui va permettre d'augmenter la reponse immunitaire de I'organisme afin 

d'obtenir une quantite d'anticorps suffisante pour etre protectrice. 

Parmi les adjuvants connus, on peut citer 1'hydroxyde d'aluminium et le phosphate 
d'aluminium qui sont utilises habituellement dans les vaccins humains. Cependant, ces 
composes ne possedent pas de propriete adjuvante vis-a-vis de tous les antigenes. lis ne 
permettent notamment pas d'augmenter rimmunogenicite du vaccin contre la grippe. 

II est done necessaire de pouvoir disposer d'adjuvants qui permettent d'augmenter 
rimmunogenicite des antigenes administres dans une composition vaccinale, sans aucun 
risque de toxicite. 

En outre, il est interessant de disposer d'adjuvants capables d'induire une reponse 
immunitaire se traduisant par une production d'anticorps secretoires, tels que des IgA. 

Pour atteindre ce but, l'invention propose ("utilisation d'un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 
groupement cationique pour la fabrication d'une composition vaccinale. 

L'invention a aussi pour objet 1 'utilisation d'un tel exxnpose 
arophipat±iique oonnte adjuvant dans 1 1 administration d'un vaccin. 

L'invention a egalement pour objet une composition vaccinale comprenant au 
moms un antigene, caracterisee en ce quelle comprend en outre au moins un compose 
amphipathique possedant un groupement lipophile dome dun sterol lie a un 
groupement cationique. 

L'invention a encore pour objet un produil contcn.mt .r.i moms un antigene et un 
compose amphipathique comprenant un groupement lipophile deri\ e d'un sterol lie a un 
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groupement cationique , comme produit de combinaison pour une utilisation simultanee, 
separee ou etalee dans le temps en vaccination. 

Un autre objet de l'invention est une methode d'induction d'une reponse 
immunitaire chez un mammifere, consistant a administrer au mammifere au moins un 
antigene, caracterisee en ce qu'elle consiste a administrer en outre au moins un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 
groupement cationique. 

Au sens de la presente invention, le terme amphipathique designe un compose qui 
possede a la fois une portion hydrophobe et une portion hydrophile. 

Parmi les derives de sterol pouvant conduire aux composes selon l'invention, on 
peut citer le cholesterol, le phytosterol, l'ergosterol. Les derives de cholesterol 
conviennent particulierement bien. 

Le groupement cationique des composes amphipathiques selon l'invention peut 
etre constitue par un ammonium quaternaire ou une amine protonable. 

Le groupement lipophile est relie au groupement cationique grace a une liaison 
ester, ether, amide ou carbamoyle parmi lesquelles les liaisons ester, amide et 
carbamoyle presentent l'avantage d'etre hydrolysables dans la cellule. 

La liaison entre les 2 groupements est realisee de preference par I'intermediaire 
d'un bras espaceur constitue par une chaine alkylique ramifiee ou non comprenant de 1 a 
20 atomes de Carbone. 

Parmi les composes convenant aux fins de l'invention. on peut citer ceux 
mentionnes dans le brevet US 5 283 1 85 et notamment : 

- l'iodure de cholesteryl-3|3-carboxamidoethylenetrimethylammonium, 

- la cholesteryi-3p-carboxyamidoethylenamine, 

- l'iodure de cholesteryl-3p-oxysuccinamidoethylenetrimethylammonium, 

- le 3p-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl]-cholesterol, 

- le 3p-[N-(polyethylenimine)-carbamoyl]-cholesterol. 



parmi lesquels le 3p-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl]-cholesterol est 
particulierement avantageux. 
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5 Les composes amphipathiques selon l'invention peuvent etre obtenus par 

condensation entre un derive de sterol et un compose a groupement cationique. selon 
une des methodes decrites dans "Advanced Organic Chemistry" Part B : Reactions and 
Synthesis (F.A. Carey and R.J. Sundberg - Plenum Publishing Corp.). Plus 
particulierement, on peut realiser certains des composes selon l'invention selon les 
10 methodes decrites dans le brevet US 5 283 185. 



Les composes amphipathiques obtenus en solution alcoolique peuvent, ensuite. 
etre disperses dans de l'eau ou dans un tampon aqueux et conduire a une suspension de 
micelles ou de liposomes. Avantageusement, les composes amphipathiques de 

15 l'invention sont associes a un lipide neutre tel qu'un phospholipide, par exemple la 
dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) ou la dioleoyl phosphatidylcholine (DOPC). 
Cette association conduit les composes amphipathiques selon l'invention a s'organiser 
sous forme de liposomes plutot que de micelles lors de la phase de dispersion dans un 
environnement aqueux. La proportion molaire de lipide neutre associe aux composes 

20 amphipathiques est, de preference, superieure a 20 %. 

Les produits obtenus selon l'invention n'ont conduit a aucune reaction de toxicite 
aigtie lors de leur inoculation a des souris. 

25 L'antigene utilise pour induire une reponse immunitaire protectrice est constitue 

par n'importe quel antigene utilise habituellement dans une composition vaccinale. que 
ce soit seul ou en combinaison avec un autre antigene. 

De facon particuliere, les composes amphipathiques selon l'invention se revelent 
30 de bons immuno-adjuvants lorsqu'ils sont associes au vaccin contre le virus de la grippe 
qui comprend notamment : la proteine HA qui est une hemagglutinine situee a la surface 
de l'enveloppe du virus Influenza, la proteine NP qui est une nucleoproteine dc capsidc 
liee a TARN viral et une proteine M ou "matrice" proteique de l'enveloppe. 

35 L'association entre l'antigene dont on veut accroitre l'immunogenicite et la 

suspension micellaire ou liposomale de composes amphipathiques est realisee 
spontanement par interaction hydrophobe et electrostatique lors du melange des 
constituants. 



40 



Les compositions vaccinales obtenues presentent une bonne stabi lite. Cependant. 
la suspension liposomale semble preferable a la suspension micellaire. 
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En outre, la suspension liposomale est sterilisable par filtration et lyophilisable. 

II est evident qu'il est possible d'ajouter aux compositions vaccinales obtenues des 
elements utilises classiquement dans les vaccins, tels que de l'eau, du serum 
physiologique ou une substance tampon. 

L'administration des compositions vaccinales obtenues selon l'invention peut etre 
effectuee par toutes les voies habituellement utilisees pour l'administration de vaccins 
et, notamment, par voie sous-cutanee ou intranasale. II est possible aussi de choisir pour 
la premiere immunisation et I'immunisation de rappel une voie differente. 

II est possible d'administrer, de facon separee, la composition comprenant 
l'antigene et la composition contenant les composes amphipathiques selon l'invention ; 
cependant, l'administration d'une composition liposomale de composes amphipathiques 
selon l'invention associes a l'antigene permet non seulement d'augmenter la reponse 
immunitaire de type humorale, mais aussi d'induire des lymphocytes T cytotoxiques 
specifiques. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture des exemples non limitatifs qui 
suivent, en reference aux figures. 

La figure 1 illustre le schema de reaction de la fabrication du DC chol. Les figures 
2 a 6 representent les resuitats des tests d'induction des lymphocytes T cytotoxiques 
pour chaque groupe de souris mentionne a I'exemple 8. 

La figure 7 represente les resuitats mentionnes a I'exemple 1 1 . 

Les figures 8 et 9 representent les resuitats mentionnes a I'exemple 12. 

Les figures 10 et 11 representent les resuitats mentionnes a I'exemple 13. 

Les figures 12 et 13 representent les resuitats mentionnes a I'exemple 14. 

Les figures 14 et 15 representent les resuitats mentionnes a I'exemple 15. 



40 



La figure 16 represente les resuitats mentionnes a I'exemple 16. 
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5 Exemple 1 : svnthese de 3f3-rN-nV , ,N , -dimethvlaniinoethane)-carbamovn- 
cholesterol (DC chol) 

Le DC chol est synthetase par reaction de cholesteryl chloroformate et de N,N- 
dimethylethylenediamine selon le schema de la figure 1, ainsi que cela est decrit dans 
10 I'article de X. Gao et L. Huang (BBRC 179 (1) : 280-285). 

Une solution de cholesteryl chloroformate (2,25 g, 5 mmol dans 5 ml de 
chloroforme sec) est ajoutee goutte a goutte a une solution en exces de N,N- 
dimethylethylenediamine (2 ml, 18.2 mmol dans 3 ml de chloroforme sec) a 0°C. Apres 
15 extraction du solvant par evaporation, le residu est purifie par 2 recristallisations 
successives dans de l'ethanol absolu a 4°C et seche sous vide. On obtient alors 0,545 g 
de DC chol sous forme de poudre blanche. La structure du compose a ete verifiee par 
RMN et spectrometrie de masse. Les resultats obtenus sont conformes aux donnees 
publiees dans I'article cite ci-dessus. 

20 

Exemple 2 : Preparation d'une composition vaccinale contre le virus de la grippe, a 
partir d'une suspension micellaire de DC chol 2,3 mg 

30 mg de DC chol obtenu selon l'exemple i sont dissous dans 100 ul d'ethanol. 

25 75 |al de la solution ainsi obtenue sont injectes par Tintermediaire d'une seringue 
Hamilton dans 3 ml d'eau maintenue sous agitation a 45°C. Apres 5 minutes d'agitation 
supplemental a 45°C, la suspension micellaire obtenue est melangee a 200 yi\ du 
vaccin monovalent contre le virus de la grippe (souche A Singapour) comprenanl 
notamment comme antigenes : l'hemagglutinine HA, ia nucleoproteine NP et la proteine 

30 M. 

Le melange obtenu est fractionne en doses vaccinales de 0.3 ml. Chaque dose 
comprend 5(ig de HA et 2,3 mg de DC chol. 

35 Exemple 3 : Preparation d'une composition vaccinale contre le virus de la grippe, a 
partir d'une suspension micellaire de DC chol 0,45 mg 

On procede comme dans l'exemple 2 en partant de 6 mg de DC chol obtenu selon 
l'exemple 1. 

40 

Exemple 4 : Preparation d'une suspension de liposomes constitues par du DC chol 
associe a de la dioleovl phosphatidvlethanolamine (DOPE) 
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5 On melange 18 mg de dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) et 4,5 mg de 

DC chol obtenu selon l'exemple 1, que Ton met en solution dans 3 ml de chloroforme. 

Le chloroforme est evapore sous vide pour constituer un film lipidique qui est 
soumis a dessication sous vide, puis remis en suspension dans 3 ml d'eau. 

10 

Apres hydratation pendant 24 heures a 4°C, la dispersion est soumise a sonication 
pendant 5 a 10 minutes dans un bain a ultra-sons (Laboratory Supplies - Hicksville - 
N. Y.) pour former des liposomes. 

1 5 Cette suspension est stable pendant au moins 6 mois a 4°C. 

Exemplc 5 : Preparation d'une suspension de liposomes consitues par du DC chol 
associe a de la dioleovl phosphatidylcholine (DOPC) 

20 On procede comme dans l'exemple 4 en remplacant les 18 mg de DOPE par 18 mg 

de dioleoyiphosphatidylcholine (DOPC). 

On obtient une suspension liposomale stable pendant au moins 6 mois a 4°C. 

25 Exemple 6 : Preparation d'une composition vaccinale contre le virus de la grippe a 
partir d'une suspension liposomale DC chol/DOPE 

3 ml d'une suspension liposomale obtenue selon l'exemple 4 sont melanges a 0.2 
ml du vaccin grippe monovalent de la souche AJ Singapour contenant l'equivalent de 50 
30 u.g de 1'antigene constitue par I'hemagglutinine HA. 

Le melange obtenu est ensuite fractionne en 10 doses vaccinales de 0,3 ml, 
comportant chacune 5 u.g de HAet 0,45 mg de DC chol. 

35 Exemplc 7 : Preparation d'une composition vaccinale contre le virus de la grippe a 
partir d'une suspension liposomale DC chol/DOPC 

3 m! d'une suspension liposomale obtenue selon l'exemple 5 sont melanges a 0,2 
ml du vaccin grippe monovalent de la souche AJ Singapour. 
40 Le melange obtenu est ensuite fractionne en 10 doses vaccinales de 0,3 mi 

comportant chacune 5 u.g de HA et 0,45 mg de DC chol. 
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5 Exemple 8 : Immunisation 

On immunise 5 groupes de 4 souris Balb/c par 3 injections sous-cutanees 
effectives a JO, J21 et J36 avec les compositions vaccinales suivantes : 
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Groupe A : 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche A/ Singapour dilue a 5 jig 
de HA dans 0,3 ml de PBS, 

Groupe B : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 2, 

Groupe C : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 3, 

Groupe D : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 6, 

Groupe E : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 7. 

Exemple 9 : Dosage en anticorps anti-HA 

Afin d'effectuer les dosages en anticorps neutral isants, on preleve les serums de 
souris a J21, J36 et J51 et on effectue le titrage en anticorps anti-HA grace a la 
technique d'inhibition de l'hemagglutination induite par le virus de la grippe, 

Le tableau 1 ci-dessous illustre les resultats obtenus pour chaque groupe de souris 
apres une injection et le tableau 2 les resultats apres 2 injections. 

Tableau 1 
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Tableau 2 

moyenne log (2) 
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Les titres d'anticorps neutralisants dans les serums des souris sont presentes en 
log2 de la dilution la plus forte induisant l'inhibition de I'hemagglutination. 

Ces resultats montrent clairement le role d'adjuvant joue par le DC chol. En effet, 
le taux d'anticorps anti-HA est nettement plus eleve pour les lots de souris ayant recu du 
DC chol comparativement aux souris ayant recu le vaccin sans adjuvant (Groupe A). 
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II est important de noter que les taux d'anticorps neutralisants dans les groupes B, 
C, D et E sont superieurs au taux d'anticorps neutralisants dans le groupe A meme apres 
une injection unique des differentes compositions vaccinates. Ces titres augmentent 
encore legerement et se stabilisent apres la deuxieme injection. Les resultats obtenus 
apres la 3eme injection sont sensiblement egaux a ceux de la 2eme injection (non 
representes). 

Des essais realises avec un vaccin grippe trivalent comprenant la souche A Texas, 
la souche B Panama et la souche A Beijing ont egalement demontre le pouvoir adjuvant 
du DC chol. 

Exemple 10 : Mise en evidence de l'induction de cellules T cvtotoxiques 

On preleve a J51 les cellules spleniques des souris de chacun des groupes 
mentionnes a l'exemple 8. 

Ces cellules effectrices sont restimulees in vitro en presence de cellules 
stimulantes syngeniques infectees par le virus de la souche A/ Singapour correspondant 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 96/14831 PCT/FR95/01495 

- 9 - 



5 au vaccin teste. La fonction cytotoxique specifique de ces cellules stimulees est mise en 
evidence en utilisant comme cellules cibles la lignee de mastocytomes P815 sensibilises 
par incubation avec un peptide epitope CTL de Themagglutinine du virus (reponse 
specifique contre la HA) ou avec un peptide epitope CTL de la nucleoproteine du virus 
(reponse specifique contre la NP). La lyse non specifique (bruit de fond) est mesuree sur 
10 des cellules P815 non sensibilisees ou sensibilisees avec un peptide epitope CTL du 
virus HIV (V3MN). 

La lyse des cellules cibles est mesuree par une technique radioactive basee sur le 
chargement des cellules cibles en Cr-51 et sur le relargage de ce radioelement lors de la 
15 lyse cellulaire. 

Les resultats presentes sur les figures 2 a 6 qui illustrent le pourcentage de 
cytotoxicite en fonction du rapport cellules effectrices sur cellules cibles pour chacun 
des groupes de souris testes, montrent qu'il est particulierement avantageux d'utiliser 
20 une composition liposomale de DC chol en particulier en association avec un lipide 
neutre, car celle-ci permet d'induire des lymphocytes T cytotoxiques specifiques en plus 
de la reponse immunitaire de type humoral obtenue grace a Taction adjuvante du DC 
chol. 

25 Exemple 1 1 : Etude de la reponse immunitaire en fonction de la dose de DCchoI 
utilisec 

On realise des compositions vaccinales de 300 ul comportant chacune du vaccin 
grippe monovalent de la souche A/Singapour et contenant soit 15 soit 5 (ag de HA, 
30 associe a des liposomes de DC chol/DOPC a une concentration variable. La preparation 
de la suspension liposomale est realisee de facon similaire a celle de i'exemple 4, en 
remplacant les 18 mg de dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) par 13, 5 mg de 
dioleoyl phosphatidylcholine (DOPC) et en reprenant le film lipidique obtenu par une 
quantite d'eau variable selon la concentration en DC chol souhaitee. 

35 

On injecte les compositions vaccinales obtenues a des groupes de 5 souris Balb/c 
femelles de 8 a 10 semaines a J 0 et a J 28. On preleve les serums a J 42 et on dose les 
Anticorps anti-HA par la technique d'inhibition de l'agglutination (IHA). 
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On teste ainsi les compositions suivantes 
- 1 5 ug de HA + 0 ug de DC chol 
15 fig de HA ■+- 400 ug de DC chol 
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5 - 5 jag de HA + 0 jag de DC chol 

5 fag de HA + 25 jag de DC chol 
5 ng de HA + 50 ug de DC chol 
5 jag de HA + 100 jag de DC chol 
5 jag de HA + 200 ug de DC chol 
10 5 jag de HA + 300 jag de DC chol 

5 jag de HA + 400 jag de DC chol 



Les resultats exprimes en log base 2 de la dilution la plus forte induisant 
Tinhibition de l'hemagglutination sont represented sur la figure 7 et montrent que ce 
15 n'est qu'au-dessus de 100 jag de DC chol/dose que Ton beneficie du maximum de l'effet 
adjuvant du DC chol. 

Exemple 12 : Mise en evidence de l'induction de differents isotvpes 
d'anticorps 

20 

On realise une etude comparative des anticorps induits chez 3 groupes de 5 souris 
adultes BALB/c, femelles de 8 a 10 semaines, ayant recu 2 injections sous-cutanees 
effectuees a J 0 et J 28 avec les compositions vaccinales suivantes : 

25 lergroupe: 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche A/Singapour dilue a 

5 jag de HA dans 0,3 ml de PBS, 
2eme groupe : 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche A/Singapour dilue a 

5 jag de HA adjuve avec 0,1 mg d'hydroxyde d'aluminium, 
3eme groupe : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 1 1 et 
30 contenant 5 jag de HA et 400 ^g de DC chol associe a du DOPC. 

On preleve les serums des souris a J 28 et a J 42 et on dose par la technique 
ELISA les IgGl et IgG2 produites. 

35 Les resultats obtenus lors de la reponse primaire sont representes sur la figure 8 et 

ceux obtenus lors de la reponse secondaire sont representes sur la figure 9. 

Ces resultats illustrent l'effet adjuvant du DC chol tant lors de la reponse primaire 
que lors de la reponse secondaire, comparativement a 1'hydroxyde d'aluminium qui est 
40 un adjuvant de Tart anterieur. On remarque, en outre, la forte augmentation des IgG2a 
produites, ce qui signifie que le DC chol agit en favorisant le developpement des 
lymphocytes de type TH 1 . 
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5 Exemple 13 : Mise en evidence de 1'action du DC chol chez des souris agees 

On realise exactement la meme experience qu'a l'exemple 12, mais cette fois, les 
souris testees sont des souris de 20 - 22 mois qu'il est plus difficile de stimuler. 

10 Les resultats obtenus lors de la reponse primaire sont represented sur la figure 10 

et ceux de la reponse secondaire sur la figure 1 1. 

Ici encore, le DC chol a un effet d'adjuvant tant pour la reponse primaire que pour 
la reponse secondaire et notamment vis-a-vis de l'induction d'anticorps IgG2a. 

15 

Exemple 14 : Taux IHA des souris adultes et des souris agees 

Lors des tests realises aux exemples 12 et 13, on determine chez les souris 
immunisees les anticorps neutralisants par le test d'inhibition de l'hemagglutination 
20 (IHA). 

Les resultats obtenus lors de la reponse primaire sont illustres sur la figure 12 et 
ceux de la reponse secondaire sur la figure 13. Les titres obtenus, exprimes en log base 2 
de la dilution la plus forte inhibant l'hemagglutination, montrent bien le role adjuvant 
25 des liposomes DC chol/DOPC chez les souris adultes comme chez les souris agees. 

Exemple 15 i Immunisation par voie intranasale 

On prepare, comme cela a ete decrit a l'exemple 1 1, des compositions vaccinales 
30 de 50 ui cette fois, comprenant 5 ug de HA (sous forme de vaccin grippe monovalent, 
souche A/Singapour) combines avec 200 ug de DC chol presents sous forme de 
liposomes DC chol/DOPC (dans une proportion massique de 1 pour 4). 

On immunise par voie intranasale 2 groupes de 4 souris BALB/c deux fois a 4 
35 semaines d'intervalle. 

Le ler groupe de souris (Gj) recoit 50 u.1 de la composition vaccinale contenant 
200 jig de DC chol alors que le second groupe (G2) recoit 50 u.1 du meme vaccin grippe 
monovalent mais sans adjuvant. On analyse les reponses immunes de chaque groupe par 
40 dosage ELISA des serums preleves 3 semaines apres l'immunisation de rappel. 



WO 96/14831 PCT/FR95/01495 

- 12 - 



5 Les resultats, exprimes en log base 10 du titre ELISA, sont representes sur la 

figure 14 pour ce qui concerne les IgG seriques et sur la figure 15 pour ce qui concerne 
les IgA seriques. 

On remarque ainsi que, dans un protocole d'administration muqueux strict, les 
10 liposomes DC chol/DOPC permettent d'augmenter les reponses immunes locales et 
generales d'au moins un facteur 2. 

Le role adjuvant joue par les liposomes DC chol/DOPC dans les reponses 
immunes generales a egalement ete observe lorsqu'au lieu de mesurer les titres IgG et 

15 IgA par ELISA, on a mesure les titres en anticorps anti-HA par IHA ; l'augmentation de 
la reponse immune locale a egalement ete observee lors d'un comptage par ELISPOT du 
nombre de cellules secretrices d'IgG et du nombre de cellules secretrices d'IgA dans les 
poumons des souris immunisees, ainsi que lors de la determination du rapport entre le 
taux d'IgG (respectivement d'IgA) specifiques et le taux d'IgG (respectivement d'IgA) 

20 totales mesurees par ELISA dans les lavages nasopharynges des souris immunisees. 

Exemple 16 : Immunisation par administration combinee en sous-cutane ct 
par voie intranasate 

25 On immunise 2 groupes de 4 souris BALB/c deux fois a 4 semaines d'intervalle 

avec, a chaque fois, les compositions vaccinales suivantes : 

- Groupe 3 (G3) : - une composition vaccinale de 300 injectee en sous-cutane 
comprenant 4 ug de HA (sous forme de vaccin grippe monovalent souche A/Singapour) 

30 combines avec 6 jig de DC chol (sous forme de liposomes DC chol/DOPC) et, 

- une composition vaccinale de 50 ul administree par voie 
intranasale comprenant 0,25 u.g de HA (sous forme de vaccin grippe monovalent souche 
A/Singapour) combines avec 6 jag de DC chol (sous forme de liposomes DC 
chol/DOPC), 

35 

- Groupe 4 (G4) : - une composition vaccinale de 300 ul injectee en sous-cutane 
comprenant 4 ug de HA combines avec 200 jig de DC chol et, 

- une composition vaccinale de 50 uJ administree par voie 
intranasale comprenant 0,25 ug de HA combines avec 200 ug de DC choL 



40 
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5 On preleve les serums des souris immunisees 3 semaines apres radministration de 

rappel et on dose, pour chacune, le taux d'anticorps neutralisants par la technique IHA 
d'inhibition de l'hemagglutination. 

Les resultats obtenus, exprimes en log base 2 du titre, sont represented sur la figure 
10 16 et montrent que, dans un protocole d'administration mixte combinant les voies sous- 
cutanee et intranasals le DC chol a un effet adjuvant et que Taugmentation de la dose de 
DC chol de 6 a 200 jag permet d'accroitre la reponse immune. 

Un effet dose identique a pu etre observe lorsque, au lieu de mesurer le taux 
15 d'anticorps anti-HA par la technique IHA, on a mesure les IgG seriques par la technique 
ELISA ou la quantite de cellules secretrices d'IgG et la quantite de cellules secretrices 
d'IgA dans les poumons des souris immunisees (par la technique ELISPOT), ou le 
rapport entre les quantites d'IgG (respectivement IgA) specifiques et les quantites d'IgG 
(respectivement IgA) totales dans les lavages naso-pharynges des souris immunisees. 

20 

Des resultats similaires a ceux decrits aux exemples 11 a 16 ont ete obtenus en 
remplacant la DOPC par de la DOPE, ainsi qu'en faisant varier le rapport DC chol/lipide 
neutre. en maintenant la proportion molaire de Iipide neutre associe au DC chol d'au 
mo ins 20 %. 
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Revendications 



10 



15 



20 



25 



30 



1. Utilisation d'un compose amphipathique comprenant un groupement lipophile 
derive d'un sterol lie a un groupement cationique pour la fabrication d'une 
composition vaccinale. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le groupement lipophile 
est un derive de cholesterol. 

3. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
groupement cationique est un ammonium quaternaire ou une amine protonable. 

4. Utilisation selon une des revendications precedentes caracterisee en ce que le 
groupement lipophile est relie au groupement cationique par une liaison ester, 
ether, amide ou carbamoyle. 

5. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
groupement lipophile est separe du groupement cationique par une chaine 
alkylique ramifiee ou non comprenant de 1 a 20 atomes de Carbone. 

6. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose amphipathique est choisi parmi les composes suivants : 

- I'iodure de cholesteryl-3p-carboxamidoethylenetrimethylammonium, 

- ia cholesteryl-3p-carboxyamidoethylenamine, 

- I'iodure de cholesteryl-3p-oxysuccinamidoethylenetrimethylammonium, 

- le 3P-[N-(N',N , -dimethylaminoethane)-carbamoyl]-cholesterol, 

- le 3p-[N-(polyethylenamine)-carbamoyl]-cholesterol. 

7. Utilisation de 3p-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoy]]-cholesterol pour la 
fabrication d'une composition vaccinale. 

8. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose amphipathique est associe a un lipide neutre. 



40 



9. 



Utilisation selon la revendication 8 caracterisee, en ce que la proportion de lipide 
neutre associe est d'au moins 20 %. 
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5 10. Utilisation selon une des revendications 8 et 9, caracterisee en ce que le lipide 
neutre est la dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) ou la dioleoyl 
phosphatidylcholine (DOPC). 

11. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
10 compose amphipathique est disperse dans un environnement aqueux sous forme 

de liposomes. 

12. Utilisation comme adjuvant dans l'administration d'un vaccin d'un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 

15 groupement cationioque. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit compose 
amphipathique est le 3p-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyI]cholesterol. 

20 14. Utilisation selon une des revendications 12 ou 13, caracterisee en ce que ledit 
compose amphipathique est associe a un lipide neutre. 

15. Composition vaccinale comprenant au moins un antigene, caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre au moins un compose amphipathique possedant un 

25 groupement iipophile derive d'un sterol lie a un groupement cationique. 

16. Composition vaccinale selon la revendication 15, caracterisee en ce que ledit 
groupement lipophile est un derive de cholesterol. 

30 17. Composition vaccinale selon une des revendications 15 ou 16 caracterisee en ce 
que ledit compose amphiphatique est le 3P-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)- 
carbamoyljcholesterol. 

18. Composition vaccinale selon une des revendications 15 a 17, caracterisee en ce 
35 que ledit compose amphiphathique se presente sous forme de liposomes incluant 

au moins un antigene. 

19. Composition vaccinale selon une des revendications 15 a 18, caracterisee en ce 
que ledit compose amphipathique est associe a un lipide neutre. 
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20. Composition vaccinale selon une des revendications 15 a 19, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un antigene du virus de la grippe. 
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5 21. Methode d'induction d'une reponse immunitaire chez un mammifere, consistant a 
administrer au mammifere au moins un antigene, caracterisee en ce qu'elle 
consiste a administrer en outre au moins un compose amphipathique comprenant 
un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement polaire. 



10 22. Methode selon la revendication 21 caracterisee en ce que ledit compose 
amphiphatique est administre en meme temps que Tantigene. 

23. Methode selon une des revendications 21 ou 22, caracterisee en ce que l'antigene 
est une hemagglutinine du virus de la grippe. 

15 

24. Produit contenant au moins un antigene et un compose amphipathique comprenant 
un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement cationique, comme 
produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans 
temps en vaccination. 
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Souris Balb/c immunisees avec du vaccin 
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Souris Balb/c immunisees avec DC-CHOL 2,3019 
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FIGURE 3 



WO 96/14831 



PCT7FR95/01495 



4/12 



Souris Balb/c immunisees avec DC-Cnol 0,45 mg 
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FIGURE 4 
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Souris Ba!b/c immunisees avec des Liposomes- DC CHOL DOPE 
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Souris Balb/c immunisees avec des Liposomes DC CHOL- DOPC 
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HA + PBS HA + Alum HA + DC-ChOl 
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Titre ELISA IgG 




FIGURE 14 



Titre ELISA IgA 
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troisieme phrases de la regie 6.4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de l'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



! . I | Comme toutes les taxes addiuonnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 ' internauonale porte sur toutes les revendicauons pouvant faire l'objet d une recherche. 

2 LZl Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre efTectuees sans effort parucuiier 
jusufiant une taxe additionnelle, radminisu-auon n'a soUicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3 I I Comme une partie seulement des taxes addiuonnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

1 1 rapport de recherche internauonale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendicauons rf": 



4 I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence ie present rapport 

I I de recherche internauonale ne porte que sur l'invention menuonnee en premier lieu dans les revendications; elie est 

couvertes par les revendications n°*\ 



Remarque quant . 1. reserve * Q Les taxes additionneUes etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

| j Le paiement des taxes addiuonnelles n'etait assoru d'aucune reserve. 
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